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Beschreibung 

Humane Papillomviren (HPV) wurden im Zusammenhang mit benignen (Warzen; Kondylome im 
Genitalbereich) und malignen (Karzinome der Haut und der Genitalschleimhaut) epithelialen Neoplasmen 

5 aufgefunden. Da Papillomviren sich nicht in Kultur vermehren lassen, setzt die Gewinnung nennenswerter 
Mengen viraler Proteine gentechnische Verfahren voraus. Diese Methodik wurde kiirzlich angewendet, urn 
polyklonale Antikorper gegen einige HPV-kodierte Proteine herzustellen. Mit diesen polyklonalen Antikor- 
pern gelang wiederum der Nachweis einiger viraler Proteine in HPV-positiven Zellinien, die von Zervixkarzi- 
nomen abgeleitet waren (Seedorf et al. (1987) EMBO J 6; 139-144, D. Smotkin und F.O. Wettstein (1986) 

10 Proc. Nat. Acad. Sci. USA 83, 4680-4684 und D. Smotkin und F.O. Wettstein (1987), J. Virol. 61, 1686- 
1689). 

Die vorliegende Erfindung betrifft monoklonale Antikorper (MAK), die gegen das 15 kd groSe E7-Protein 
von Humanem Papillomvirus 16 (HPV 16 E7) gerichtet sind. Diese Antikorper konnen als Diagnostikum, 
Wirkstoff Oder Wirkstofftrager verwendet werden. 5 Hybridome konnten gewonnen werden, deren sezernier- 
75 te MAK (E7II - E7VI) charakterisiert wurden. Alle MAK reagierten positiv in einem "Enzyme linked 
immunosorbent Assay (ELISA)", an dessen Festphase ein MS-2/HPV16 E7 Fusionsprotein adsorbiert war 
(s u ) Im korrespondierenden Western Blot konnte fUr E7III keine Reaktion nachgewiesen werden. In HPV 
16 haltigen Zellinien war E7 Protein im Western Blot mit E7H, E7IV, E7V und E7VI nachweisbar, in der 
Immunprazipitation mit E7II und E7IV, wobei E7III und E7V nicht getestet wurden (Tab. 1). In kompetitiven 
20 Bindungsstudien zeigten E7II, E7IV, E7V und E7VI stark inhibierende Eigenschaften, wahrend E7III schwa- 
cher aber signifikant inhibierte. Eine Mischung von E7M, V, VI prazipitierte HPV16 E7 aus einem in vitro 
Translationsansatz - von HPV-16-E7-spezifischer RNA, was ebenfalls die Spezifitat dieser MAK beweist. 
E7III ist kreuzreagierend mit HPV18 E7. Der Nachweis von HPV16 E7 gewinnt zusatzlich Bedeutung, da E7 
das hdchst-exprimierte Protein in HPV16 oder HPV18 enthaltenden Zellinien ist und E7 eine Rolle bei der 
25 Aufrechterhaltung des transform ierten Phanotyps spielen konnte. Im folgenden ist die weitere Ausgestaltung 
der Erfindung beschrieben. 

1. a Expression des zur Immunislerung verwendeten MS-2/HPV16 E7 Fusionsproteins 

Plasmidkonstruktionen sowie Isolierung und Reinigung exprimierter HPV16 Proteine sind in Seedorf et al. 

(1987), EMBO J. 6, 139-144 beschrieben. Das nachfolgend verwendete HPV16 E7 Protein besitzt nicht 
30 die ersten 8 Aminosauren. Es ist mit einem N-terminalen "Leader-Peptid" fusioniert, das aus 100 

Aminosauren der MS-2 Polymerase und 9 Aminosauren aus Polylinker-Sequenzen besteht und wurde in 

einer Reinheit von etwa 70 % eingesetzt. 

1. b Enzyme linked immunosorbent Assay (ELISA)-DurchfUhrung 

ELISA-Testplatten (Nunc, Danemark) wurden uber Nacht bei Raumtemperatur mit 0.2-0.5 ug pro 
35 Vertiefung des gereinigten MS-2, MS-2/HPV16 E7 oder MS-2/HPV18 E7 Proteins in 100 ul 7M Harnstoff 
inkubiert (12 Stunden, Raumtemperatur). Nach zweimaligem Waschen mit phosphatgepufferter Salzlo- 
sung (PBS) wurden die Platten eine Stunde bei 37 mit 2 %iger Rinderserumalbuminlosung in PBS 
abgesattigt und waren somit nach 3x Waschen in PBS fertig zum Einsatz. Je 40 ul zu testende 
Hybridomzelluberstande pro Vertiefung wurden eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, nicht gebun- 
40 dene Bestandteile durch 4x Waschen mit PBS, das 0.05 % Tween 20. (PBS/Tween) enthielt, entfernt und 
nochmals eine Stunde mit durch Meerettichperoxidase konjugierten Ziege-anti-Maus (IgG, lgM)-lmmun- 
globulin (Dianova, Hamburg) in einer VerdUnnung von 1: 3000 inkubiert (1 Stunde, Raumtemperatur). 
Nach viermaligem Waschen mit PBS/Tween zur Entfernung nicht gebundener Reaktanden wurde 
gebundene Peroxidase durch Inkubation mit H 2 0 2 /Chromogenlosung (0.01 % H2O2, 1 mg/ml Orthophe- 
45 nylendiamin in 0.1 M Phosphatpuffer pH 5.5) und Extinktionsmessung bei 492 nm nachgewiesen, 
nachdem nach 10 Minuten die Enzymreaktion durch Zugabe von 50 ul 1M H 2 SO* gestoppt war. 

2. Hybridomisolierung 

In an sich bekannter Weise (G. Kohler und C. Milstein (1975), Nature 256, 495-497) wurden etwa 500 
Hybridome aus Fusionen von Milzzellen immunisierter Balb/c Mause mit Myelomzellen erhalten. Dabei 

50 sind NS-1 Myelomzellen (Kearny et al.(1979), J. Immunology 123,4 1548-50) mit Milzzellen aus Balb/c 
Mausen fusioniert worden. Diese sechs Wochen alten Balb/c Mause waren vorher im 2 Wochen Intervall 
zweimal subkutan, darauf einnrial drei Tage von Fusion intraperitoneal mit jeweils 10-20 ug des unter 1. 
beschriebenen MS-2/HPV16 E7 Fusionsproteins immunisiert worden. 

Hybridome, die Antikorper gegen HPV 16 E7 sezernieren lieSen sich durch Paralleltestung in zwei 

55 "Enzyme linked immunosorbent Assays (ELISA)" nachweisen. Dabei war an der Festphase des einen 
ELISA MS-2/HPV16 E7 Fusionsprotein adsorbiert, an der Festphase des anderen nur MS-2 Protein. 
Gebundene Antikorper von Hybridomuberstanden wurden durch Inkubation mit Ziege-Anti-Maus Antikor- 
pern nachgewiesen, die mit Meerrettichperdxidase konjugiert waren. Bei den oben genannten zirka 500 
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Hybridomen waren etwa 150 Klone positiv beim Screening mit dem "MS-2 ELISA", 10 Klone waren 
zusatzlich positiv mit dem "MS-2/HPV16 E7 ELISA". Von diesen 10 Klonen waren nach zwei Klonie- 
rungsrunden zur Erzeugung von Einzelklonen auf einem "Feeder-Layer" von peritonealen Mausmakro- 
phagen 6 stabil (Tab. 1). 

5 3. Charakterisierung HPV16 E7 - spezifischer MAK 

Im "Western Blot", durchgefuhrt im wesentlichen nach Towbin et al. (1979), Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 
76, 4350-4354, reagierten die sezernierten MAK von 4 Hybridomen (E7 II, E7 IV, E7 V, E7 VI) mit dem 
MS-2/HPV16 E7 Fusionsprotein und nicht mit MS-2 Protein allein. Zur Testung der Typspezifitat wurden 
die genannten 4 Hybridome mit einem ELISA analog wie unter 2. beschrieben untersucht, wobei aber 

w das MS-2/HPV18 E7 an der Festphase adsorbiert war. MAK des Hybridoms E7 IV reagierten positiv, 
jedoch betrugen die Extinktionswerte in diesem ELISA weniger als 50 % der Werte mit dem entspre- 
chenden MS-2/HPV16 E7-ELISA. 

Kompetitive Bindungsteste zur weiteren Analyse der MAK wurden mit einem ELISA wie unter 1.b 
beschrieben durchgefuhrt (MS-2/HPV-16 E7 Protein an der Festphase). Dabei wurden E7 IV, E7 V und 

75 E7 VI MAK als Meerettich-Peroxidasekonjugate (Ishikawa et al. (1983), J. Immunoassay 4, 209-327) mit 
je 5 ug/ml eingesetzt, wahrend die unkonjugierten MAK E7 II, III, IV, V, VI in seriellen Verdunnungen von 
50 ug/ml (= 100 % Inhibition des homologen MAK-Konjugats) zur Anwendung gelangten. In diesen 
Versuchen (Fig. 1) inhibieren alle MAK sich gegenseitig, die im Western Blot mit HPV16 E7 reagierten 
(MAK E II, E IV, E V, E VI). Der MAK E7 III, der nur im HPV16 E7-spezifischen ELISA reagierte, inhibiert 

20 die anderen MAK deutlich weniger aber immer noch signifikant gegenUber einem Kontrollantikorper 
anderer Spezifitat (Fig. 1, Reihen C). In Fig. 1 ist an der Ordinate die relative Extinktion (% A 492) 
gegenUber den verschiedenen kompetitiven Bindungstestkombinationen auf der Abszisse aufgetragen, 
wobei O keine Zugabe von unmarkiertem MAK bedeutet (entsprechend 100 % A 492). Diese Ergebnisse 
legen nahe, dafi die MAK E7 II, E7 IV, E7 V und E7 VI mit topologisch sehr ahnlichen aber nicht 

25 identischen Epitopen reagieren, wie auch die Kreuzreaktion von E7 IV mit HPV18 E7 zeigt. Wahrschein- 
lich reagiert E7 III mit einem nah benachbarten Epitop. 

4. Nachweis von HPV16 E7 durch MAK in Zellinien, die HPV16 enthalten. 
a) Western Blot 

Western Blots wurden durchgefuhrt wie bekannt (Towbin et al. a.a.O.), nachdem die Zellextrakte der 
30 CaSKi Zellinie (R.A. Patillio (1977), Science 196, 1456-58)bzw. der SiHa Zellinie (Friedl, F. et al. 

(1979), Proc. Soc. Experiment. Biol, and Med. 135, 543-545) vorher in 10 % SDS Polyacrylamidgel- 
elektrophorese im wesentlichen wie beschrieben (Laemmli, V.K. (1970), Nature 227, 680-682) aufge- 
trennt waren. Mit E7 II, E7 IV, E7 V und E7 VI konnte das 15kd groGe HPV16 E7 Protein in beiden 
Zellinien nachgewiesen werden. 
35 b) Immunprazipitation 

Immunprazipitationen wurden nach N. Koch und G.J. Hammerling (1982), J. Immunol. 128, 1155-1157 
durchgefuhrt. E7 II und E7 IV prazipitierten HPV16 E7 aus CaSKi-Zellen, wahrend bei Kontrollzellen 
ohne HPV keine spezifischen Prazipitate erhalten wurden. 
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In Tabelle 1 sind die Eigenschaften der gewonnenen MAK (E7 I - E7 VI) zusammengefaBt 
M a K Antikorper Isotyp Reaktivitat ait 

MS-2/KPV16 K7 in E7 Protein (CaSKi oder SiKa ZeUen) in 

ELISA Western Blot Western Blot Immunoprezipitation 



17 I 

r7 ii 
n in 

Zl IV 
V 

H7 VI 



Ig3 2a 
IgS 1 

IgG 1 
Itf 1 



+ 
+ 



unspezifisch 



+ 



+ 
+ 
+ 



+ 

nd* 



Tab- 1: Isotypen der HPV16 K7 spezifischen MAK undihre Reaktivitat. 
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*) nicht duxchgefUhrt. 



Die Hinterlegungsnummern der European Collection of Ani^alCc* 11 
Cultures (ECACC) fur die e.g. MAK , die in Form der Hybridome 
SiSr"gt warden, sind wie folgt (E7 II - E7 VI): 88062^29 . 
88062U30, 88062431, 88062432, 88062*03. 
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Patentanspruche 

Patentanspruche fUr folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

35 1. Hybridome mit der Hinterlegungsnummer ECACC 88 06 24 29, ECACC 88 06 24 30, ECACC 88 06 24 
31 . ECACC 88 06 24 32 und ECACC 88 06 24 33. 

2. Monoklonale Antikorper E7II, E7III, E7IV, E7V und E7VI, die von den Hybridomen nach Anspruch 1 
sezerniert werden. 



40 



3. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB Hybridome gemaB Anspruch 1 kultiviert und die sezernierten Antikorper isoliert werden. 

4. Verfahren zum in vitro Nachweis von humanen Papillomaviren, dadurch gekennzeichet, daB einer oder 
45 mehrere Antikorper nach Anspruch 2 eingesetzt werden. 

5. Verwendung eines monokonalen Antikorpers nach Anspruch 2 in einem Diagnostikum. 

6. Verwendung eines monoklonalen Antikorpers nach Anspruch 2 fur einen pharmazeutischen Wirkstoff. 

50 

7. Verwendung eines monoklonalen Antikorpers nach Anspruch 2 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
therapeutischen Anwendung. 

8. Verwendung eines monoklonalen Antikorpers nach Anspruch 5 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
55 der Antikorper markiert ist. 

9. Verwendung eines monoklonalen Antikorpers nach Anspruch 2 zur Herstellung eines Diagnostikums fur 
die Analyse von Geweben und Korpeiilussigkeiten und fur die Radioimmunszintigraphie. 
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10- Verwendung eines monoklonalen Antikorpers nach Anspruch 2 zur Herstellung eines Therapeutikums 
fur die Radioimmuntherapie Oder fur die Chemoimmuntherapie. 

Patentanspriiche ftir folgenden Vertragsstaat : ES 

5 

1. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern E7II, E7III, E7V und E7VI, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Hybridome mit der Hinterlegunsnummer ECACC 88 06 24 29, ECACC 88 06 24 30, 
ECACC 88 06 24 31, ECACC 88 06 24 32 und ECACC 88 06 24 33 kultiviert und die sezernierten 
Antikorper isoliert werden. 

10 

2. Verfahren zum in vitro Nachweis von humanen Papillomaviren, dadurch gekennzeichnet, daB einer oder 
mehrere der nach Anspruch 1 hergestellten monoklonalen Antikorper eingesetzt wird. 

3. Verwendung eines monoklonalen Antikorpers hergestellt nach einem Verfahren gemaS Anspruch 1 in 
75 einem Diagnostikum. 

4. Verwendung eines monoklonalen Antikorpers hergestellt nach einem Verfahren gemafl Anspruch 1 fUr 
einen pharmazeutischen Wirkstoff. 

20 5. Verwendung eines monoklonalen Antikorpers hergestellt nach einem Verfahren gemaS Anspruch 1 zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur therapeutischen Anwendung. 

6. Verwendung eines monoklonalen Antikorpers nach Anspruch 3 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Antikorper markiert ist. 

25 

7. Verwendung eines monoklonalen Antikorpers hergestellt nach einem Verfahren gemaS Anspruch 1 zur 
Herstellung eines Diagnostikums fur die Analyse von Geweben und KorperflGssigkeiten und fur die 
Radioimmunszintigraphie. 

30 8. Verwendung eines monoklonalen Antikorpers hergestellt nach einem Verfahren gemaB Anspruch 1 zur 
Herstellung eines Therapeutikums fOr die Radioimmuntherapie oder fur die Chemoimmuntherapie. 

Claims 

Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

35 

1. Hybridomas having the deposition number ECACC 88 06 24 29, ECACC 88 06 24 30, ECACC 88 06 24 
31 , ECACC 88 06 24 32 and ECACC 88 06 24 33. 

2. Monoclonal antibodies E7II, E7IH, E7IV, E7V and E7VI, which are secreted by the hybridomas as 
40 claimed in claim 1 . 

3. A process for producing monoclonal antibodies as claimed in claim 2, which comprises hybridomas as 
claimed in claim 1 being cultivated and the secreted antibodies being isolated. 

45 4. A method for the in vitro detection of human papillomaviruses, wherein one or more antibodies as 
claimed in claim 2 are used. 

5. The use of a monoclonal antibody as claimed in claim 2 in a diagnostic aid. 

50 6. The use of a monoclonal antibody as claimed in claim 2 for a pharmaceutical active compound. 

7. The use of a monoclonal antibody as claimed in claim 2 for producing a drug for therapeutic use. 

8. The use of a monoclonal antibody as claimed in claim 5 or 7, wherein the antibody is labeled. 

55 

9. The use of a monoclonal antibody as claimed in claim 2 for producing a diagnostic aid for the analysis 
of tissues and body fluids and for radioimmunoscintigraphy. 
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10. The use of a monoclonal antibody as claimed in claim 2 for producing a therapeutic for radioim- 
munotherapy or for chemoimmunotherapy. 

Claims for the following Contracting State : ES 

1 A process for producing monoclonal antibodies E7II, E7III, E7IV, E7V and E7VI, which comprises 
hybridomas having the deposition number ECACC 88 06 24 29, ECACC 88 06 24 30, ECACC 88 06 24 
31 ECACC 88 06 24 32 and ECACC 88 06 24 33 being cultivated and the secreted antibodies being 
isolated. 

2. A method for the in vitro detection of human papillomaviruses, wherein one or more monoclonal 
antibodies produced as claimed in claim 1 are used. 

3. The use of a monoclonal antibody produced by a process as claimed in claim 1 in a diagnostic aid. 

4. The use of a monoclonal antibody produced by a process as claimed in claim 1 for a pharmaceutical 
active compound. 

5. The use of a monoclonal antibody produced by a process as claimed in claim 1 for producing a drug 
20 for therapeutic use. 

6. The use of a monoclonal antibody as claimed in claim 3 or 5, wherein the antibody is labeled. 

7. The use of a monoclonal antibody produced by a process as claimed in claim 1 for producing a 
25 diagnostic aid for the analysis of tissues and body fluids and for radioimmunoscintigraphy. 

a The use of a monoclonal antibody produced by a process as claimed in claim 1 for producing a 
therapeutic for radioimmunotherapy or for chemoimmunotherapy. 

30 Revendications 

Revendlcations pour les Etats contractants suivants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Hybridomes portant les numeros de depot ECACC 88 06 24 29, ECACC 88 06 24 30, ECACC 88 06 24 
31, ECACC 88 06 24 32 et ECACC 88 06 24 33. 

35 2. Anticorps monoclonaux E7II, E7III, E7IV, E7V et E7VI, qui sont secretes par les hybridomes selon la 
revendication 1. 

3. Procede pour la production d'anticorps monoclonaux selon la revendication 2, caractdrise en ce que 
40 Ton cultive des hybridomes selon la revendication 1 et on isole les anticorps secretes. 

4. Proakte pour la detection in vitro de papillomavirus humains, caract<§rise en ce que Ton utilise un ou 
plusieurs anticorps selon la revendication 2. 

45 5. Utilisation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 2, dans un agent de diagnostic. 

6. Utilisation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 2, pour une substance active pharmaceuti- 
que. 

so 7. Utilisation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 2, pour la fabrication d'un medicament a 
application therapeutique. 

8. Utilisation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 5 ou 7, caracterise en ce que I'anticorps est 
marque. 

55 

9. Utilisation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 2, pour la preparation d'un agent de 
diagnostic pour I'analyse de tissus et de liquides corporels et pour la radio-immunoscintigraphie. 
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10. Utilisation cTun anticorps monoclonal selon la revendication 2, pour la preparation cTun agent therapeuti- 
que pour la radio-immunotherapie ou pour la chimio-immunoth£rapie. 

Revendications pour I'Etat contractant suivant : ES 

1. Procede pour la production d'anticorps monoclonaux E7II, E7HI, E7IV, E7V et E7VI, caracterise en ce 
que Ton cultive des hybridomes portant les numeros de depot ECACC 88 06 24 29, ECACC 88 06 24 
30, ECACC 88 06 24 31, ECACC 88 06 24 32 et ECACC 88 06 24 33 et on isole les anticorps secretes. 

2. Proc£d£ pour la detection in vitro de papillomavirus humains, caracterise en ce que Ton utilise un ou 
plusieurs des anticorps monoclonaux produits selon la revendication 1. 

3. Utilisation d'un anticorps monoclonal, prepare selon un procede conforme a la revendication 1 , dans un 
agent de diagnostic. 

4. Utilisation d'un anticorps monoclonal, produit selon un proc£d6 conforme a la revendication 1, pour une 
substance active pharmaceutique. 

5. Utilisation d'un anticorps monoclonal, produit selon un procede conforme a la revendication 1, pour la 
fabrication d'un medicament a application therapeutique. 

6. Utilisation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 3 ou 5, caracterise en ce que Panticorps est 
marque. 

7. Utilisation d'un anticorps monoclonal, produit selon un proced6 conforme a la revendication 1, pour la 
preparation d'un agent de diagnostic pour I'analyse de tissus et de liquides corporels et pour la radio- 
immunoscintigraphie. 

8. Utilisation d'un anticorps monoclonal, produit selon un procede conforme a la revendication 1, pour la 
preparation d'un agent therapeutique pour la radio-immunotherapie ou pour la chimio-immunotherapie. 
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